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Metylace DNA je jednou z nejčastějších epigenetických modifikací, při které dochází 
k přenosu metylové skupiny z donorové molekuly S-adenosyl-L-metioninu na 5´pozici 
cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu. Tato reakce je katalyzována DNA metyltransferázami. 
Epigenetická modifikace hraje důležitou roli v regulaci transkripce, genomovém 
imprintingu, inaktivaci X-chromozómu a vývoji organismu. Právě její role v regulaci 
transkripce je důležitá u nádorových onemocnění. Zejména její aberantní formou, 
hypermetylací, může docházet k umlčení transkripce tumor supresorových genů vedoucí 
k progresi nádorového onemocnění. 
Klíčová slova: metylace DNA, demetylační léčba, hematoonkologická onemocnění, 
metody detekce, myelodysplastický syndrom 
Abstract 
 
DNA methylation is one of the most common epigenetics modifications, during which 
a methyl group from the donor molecule S-adenosyl-L-methionine is transferred to the 
5´position of the cytosine ring to create 5-methylcytosine. This reaction is catalyzed by DNA 
methyltransferases. 
Epigenetics modification plays an important role in the regulation of the transcription, 
genomic imprinting, X-chromosome inactivation and the development of the organism. This 
role in the regulation of transcription is important for the cancer. Especially the aberrant 
forms, like hypermethylation, which leads to transcriptional silencing of the tumor 
suppressing genes leading to the tumor progression, or hypomethylation causing genomic 
instability. 
Key words: DNA methylation, demethylating drugs, haematological malignancies, 








   Abstrakt ................................................................................................................................... 4 
   Abstract ................................................................................................................................... 4 
   Seznam zkratek ....................................................................................................................... 7 
1 Úvod ........................................................................................................................................ 9 
2 Metylace DNA ...................................................................................................................... 10 
2.1 CpG ostrůvky .................................................................................................................. 10 
2.2 DNA metyltransferázy .................................................................................................... 11 
2.2.1 DNMT1 (DNA-methyltransferase 1) ....................................................................... 11 
2.2.2 DNMT3 metyltransferázy ........................................................................................ 12 
2.2.3 DNMT2 .................................................................................................................... 13 
2.3 Metylace DNA a její funkce ........................................................................................... 13 
2.3.1 Represe transkripce .................................................................................................. 13 
2.3.2 Genomový imprinting .............................................................................................. 14 
2.3.3 Inaktivace X-chromozómu ....................................................................................... 14 
2.3.4 Transponovatelné elementy ..................................................................................... 14 
2.3.5 Vývoj organismu ...................................................................................................... 14 
2.4 Aberantní formy metylace DNA .................................................................................... 15 
2.4.1 Hypometylace .......................................................................................................... 15 
2.4.2 Hypermetylace ......................................................................................................... 15 
2.5 Hydroxymetylace ............................................................................................................ 16 
3 Metylace DNA ve vztahu k hematoonkologickým malignitám ............................................ 16 
3.1 Tumor supresorové geny ................................................................................................ 17 
3.1.1 FHIT ......................................................................................................................... 17 
3.1.2 SOCS1 ...................................................................................................................... 17 
3.1.3 CTNNA1 .................................................................................................................. 18 
3.1.4 p57KIP2 ...................................................................................................................... 18 
3.1.5 DAPK ....................................................................................................................... 18 
3.1.6 CDKN2B/ p15INK4B .................................................................................................. 19 
3.1.7 HIC1 ......................................................................................................................... 19 
3.1.8 ER ............................................................................................................................ 19 
3.1.9 CDH1 ....................................................................................................................... 20 
3.1.10 CALC1 ................................................................................................................... 20 
3.2 Mutace DNA metyltransferáz ......................................................................................... 20 
3.2.1 DNMT3a .................................................................................................................. 20 
6 
 
3.2.2 DNMT3b .................................................................................................................. 21 
3.2.3 Mutace TET2 ........................................................................................................... 21 
4 Demetylační léčba ................................................................................................................. 21 
4.1 Nukleosidové inhibitory ................................................................................................. 22 
4.1.1 5-azacytidin .............................................................................................................. 22 
4.1.2. 5-aza-2´-deoxycytidine (decitabine) ....................................................................... 22 
4.1.3 Zebularin .................................................................................................................. 22 
4.1.4 5-fluoro-2´-deoxycytidine (FdCyd) ......................................................................... 23 
4.2 Non-nukleosidové inhibitory .......................................................................................... 23 
4.2.1 Procainamid ............................................................................................................. 23 
4.2.2 Hydralazin ................................................................................................................ 23 
4.2.3 RG108 ...................................................................................................................... 24 
4.2.4 Procaine .................................................................................................................... 24 
4.3 Demetylační léčba u MDS .............................................................................................. 24 
5 Metody detekce ..................................................................................................................... 25 
5.1 Sekvenčně nespecifické .................................................................................................. 25 
5.1.1 HPLC (high performance liquid chromatography) .................................................. 25 
5.1.2 HPCE (high performance capillary electrophoresis) ............................................... 25 
5.1.3 MeDIP (Methylated DNA immunoprecipitation) .................................................... 25 
5.2 Sekvenčně specifické metody ......................................................................................... 26 
5.2.1 HELP assay (HpaII tiny fragment Enrichment by Ligation-mediated PCR) ........... 26 
5.2.2 Metody založené na modifikaci sodium bisulfitem ................................................. 26 
5.2.3 Pyrosekvenování ...................................................................................................... 27 
6 Závěr ...................................................................................................................................... 27 
7 Seznam použité literatury ...................................................................................................... 28 






5-hmC       5-hydroxymethyl cytosin 
5-mC       5-methylcytosin 
A, C, T, G      Adenin, cytosin, thymin, guanin 
AML       Akutní myeloidní leukémie 
ATP       Adenosintrifosfát 
bMLH1      Mismatch repair gene 
CALC1      Calcitonin gene 
CDH1       E-cadherin gene 
CDKN2B/p15INK4b     Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 
CG dinukleotid     Cytosin-Guanin dinukleotid 
CNS       Centrální nervová soustava 
COBRA      Combined bisulfite restriction analysis 
CpG ostrůvek      Cytosin – fosfát- guaninový ostrůvek 
CTF       CTF transkripční faktor 
CTNNA1 Catenin (cadherin-associated protein), α 1 
DAPK       Death-associated protein kinase  
dATP, dCTP, dGTP, dTTP    Nukleotidtrifosfáty 
DNA       Deoxyribonukleová kyselina 
DNMT      DNA methyl trasferase 
E2F       E2F transkripční faktor 
ER       Estrogen receptor 
FHIT       Fragile histidine triad 
HDAC1      Histone deacetylase 1 
HIC1       Hypermethylated in cancer 1 
HpaII, Msp1      Restrikční endonukleázy 
HPCE       Vysokoúčinná kapilární elektroforéza 
HPLC       Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
CHK2       Checkpoint kinase 2 
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ICF Immunodeficiency, Centromere instability 
and Facial anomalies syndrome 
IPSS       International Prognostic Scoring System 
MDS       Myelodysplastický syndrom 
MeCP-1, MeCP-2     Methyl-CpG-binding domain protein 1-2 
MeDip       Methylated DNA immunoprecipitation 
MSP       Methylation-specific PCR 
p57kip2       Cyklin-dependent kinase inhibitor 
PCR       Polymerase chain reaction 
PPi       Pyrofosfát 
RaRb       Retinoic acid receptor, beta 
Rb gen       Retinoblastomový gen 
RNA       Ribonukleová kyselina 
SAM       S-adenosyl-L-methionin 
SOCS1      Suppressor of cytokine signaling 1 
Sp1       Sp1 transkripční faktor 
Tet protein Ten-eleven translocation methylcytosine 
dioxygenase 
TSGs       Tumor supresorové geny 
WT1 gen      Wilms tumor 1 gene 






Náplní této práce je podat všeobecný a ucelený náhled na roli metylace DNA v mnoha 
procesech, s důrazem na její funkci v regulaci transkripce, která má roli v patogenezi 
hematoonkologických onemocnění. Práce se dále věnuje vybraným příkladům aberantní 
metylace DNA u tumor supresorových genů v hematoonkologických malignitách  
a možnostem její detekce. Nejvíce prostoru je věnováno výskytu aberantní metylace DNA u 
myelodysplastického syndromu, a to z důvodu budoucího zaměření mé vědecké práce. Závěr 
je věnován hypometylačním agentům používaným při demetylační léčbě. 
Metylace je proces, při němž dochází k přenosu –CH3 skupiny z donorové molekuly 
S-adenosyl-L-metioninu na 5´C cytosinu za katalýzy DNA metyltransferázami. Je jednou 
z nejstudovanějších epigenetických modifikací v patogenezi nádorových onemocnění. Právě 
metylace DNA a její aberantní modifikace hrají důležitou roli ve vzniku nádorů. Zejména 
hypermetylací CpG ostrůvků v promotorových oblastech tumor supresorových genů (TSGs) 
dochází k inhibici jejich transkripce, a tím často k progresi nádorového onemocnění. 
Hypermetylované TSGs se používají jako upřesňující prognostické faktory při určení 
stádia nemoci. Tyto umlčené geny mají vliv na dobu přežití pacienta a vývoj nemoci. Proces 
metylace je reverzibilní, a právě na této skutečnosti je založena tzv. demetylační léčba, při 
které hypometylační látky obnovují transkripční aktivitu umlčených genů. V této práci je 
uveden přehled vybraných hypometylačních látek a jejich funkcí v rámci demetylační léčby.  
Poslední část práce obsahuje přehled vybraných a nejpoužívanějších metod detekce 
metylace DNA. Metod detekce je mnoho variant a stále se vyvíjejí nové. Díky velkému 
množství metod je vždy možné zvolit tu nejvhodnější. Mezi nejpoužívanější metody pro 




2 Metylace DNA 
Metylace DNA je kovalentní a vysoce konzervovaná modifikace, která spočívá 
v přenosu metylové skupiny do 5´pozice pyrimidinového kruhu cytosinu v CG dinukleotidu 
(Razin et al., 1980). Donorem metylové skupiny pro metylaci je S-adenosyl-L-metionin 
(SAM) (Chiang et al., 1996)., Metylová skupina je přenesena DNA-metyltransferázou  
za vzniku 5-metylcytosinu (5-mC). Metylace DNA probíhá krátce po replikaci DNA (Razin et 
al., 1977). Přítomnost 5 - metylcytosinu byla poprvé prokázána pomocí papírové 
chromatografie v roce 1948 v thymu (Hotchkiss et al., 1948).  
Metylace DNA se dá rozdělit do dvou kategorií: de novo metylace, která probíhá na 
dosud nemodifikovaných vláknech DNA za katalýzy DNMT3a a DNMT3b, nebo udržovací 
metylace, která obnovuje metylační vzorec při dělení buněk v návaznosti na replikaci DNA  
a je katalyzována DNMT1. 
V DNA se tedy kromě běžných bází jako adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin 






Obr.1 – Schéma metylace DNA, kdy dochází k přenosu –CH3 skupiny z SAM na 5´pozici cytosinu za 
vzniku 5-metylcytosinu. Reakce je katalyzována DNMT. 
(Převzato z http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab_rotations/murrell.php) 
2.1 CpG ostrůvky 
CG dinukleotidy se v genomu shromažďují v malých úsecích DNA, zvaných CpG 
ostrůvky, které dosahují velikosti 0,5-5kb. Na 100kb genomu se vyskytuje přibližně 5 až 10 
CpG ostrůvků (Bird, 1995). Tyto úseky jsou bohaté na dinukleotidy CG, které tvoří 60-70 % 
obsahu úseku (Baylin et al., 1998). CpG ostrůvky se hojně vyskytují na 5´ konci genu 
(Antequera et al., 1993). Většina CpG ostrůvků ztratila schopnost konverze pomocí 
deaminace 5-metylcytosinu na thymin (Bird et al., 1980). 
I přes velkou úroveň metylace dinukleotidů zůstávají v genomu nemetylované úseky 
(Gruenbaum et al., 1981). Celkový obsah metylovaných CpG ostrůvků se v genomu pohybuje 
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mezi 60 - 90 % (Bird, 1980). Eukaryotický genom není metylován rovnoměrně, ale obsahuje 
metylované úseky, které se střídají s nemetylovanými úseky (Bird, 1986). Během evoluce je 
počet CpG dinukleotidů progresivně eliminován (Antequera et al., 1993). 
V lidském genomu se nachází okolo 32 % CpG ostrůvků z původní predikce 45 000 
CpG ostrůvků na haploidní genom (Antequera et al., 1993), což je tedy asi 29 000 CpG 
ostrůvků na genom (Lander et al., 2001). Z celkové počtu genů v genomu se přibližně 
v polovině nacházejí CpG ostrůvky (Antequera et al., 1993). 
Úroveň metylace DNA je lineárně závislá na počtu CpG ostrůvků v DNA a je také 
tkáňově specifická (Gruenbaum et al., 1981). 
2.2 DNA metyltransferázy 
DNA metyltransferázy katalyzují přenos metylové skupiny z donoru S-adenosyl-L-
methioninu (SAM) na akceptor cytosin. DNA metylace probíhá po replikaci DNA (Razin  
et al., 1977). DNA metyltransferázy se dělí na:  de novo metyltransferázy (DNMT3 rodina, 
DNMT3L) a udržovací metyltransferázy (DNMT1 a DNMT2). 
2.2.1 DNMT1 (DNA-methyltransferase 1) 
DNMT1 je enzym skládající se z 1620 aminokyselinových zbytků (Gaudet et al., 
1998). C-terminální doména má katalytickou funkci (Bestor et al., 1988). Katalytická doména 
je alostericky kontrolována N-terminální doménou (Fatemi et al., 2001). N-terminální doména 
se skládá z enzymů obsahujících jaderný lokalizační signál (Bestor et al., 1994) a oblasti, 
která enzym směřuje do míst, kde probíhá replikace (Leonhardt et al., 1992).  N-terminální 
doména obsahuje dále zinc-binding doménu typu CXXC zinc-finger. Zinc-finger se skládá  
z 8 konzervovaných cysteinových zbytků, které se vážou do zinc (L.S.-H.Chuang et al., 
1996). N-terminální doména interaguje např. s histonovou deacetylázou HDAC1 či Rb tumor 
supresorovým proteinem (Robertson et al., 2000). 
DNMT1 je alostericky aktivována k metylaci cílových úseků tím, že se naváže na 
metylovanou DNA. Alostericky aktivní je zinc-doména, která zprostředkovává přímou 
interakci protein-protein s katalytickou doménou enzymu (Fatemi et al., 2001). 
Je zodpovědná za udržování DNA metylace během replikace DNA. Při replikaci  
se vytváří hemimetylované úseky, které jsou preferovány DNMT1 a přenášejí metylační 
vzorec pouze na nově syntetizovaná vlákna DNA (Song et al., 2011). 
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Také se účastní kontroly buněčného cyklu (Bakin et al., 1999), p53 řízenou apoptózou 
(Stancheva et al., 2001) či inhibicí replikace DNA (Knox et al., 2000). 
2.2.2 DNMT3 metyltransferázy 
DNMT3  metyltransferázy byly objeveny roku 1998. Jsou hodně exprimovány 
v zárodečných tkáních, zatímco u diferencovaných buněk je hladina exprese nízká. Podílejí se 
na de novo metylaci a nepreferují hemimetylované úseky DNA jako DNMT1 (Okano et al., 
1998). DNMT3a a DNMT3b si jsou velice podobné, ale liší se cílovými specifikacemi  
a vzory pro exprimaci (Watanabe et al., 2002).  
DNMT3a i DNMT3b obsahují cystein bohatý region, který je podobný ATRX zinc-
finger doméně. Dále mají PWWP doménu1, která interaguje s chromatinem za možnosti 
vazby transkripčních represorů (Qiu et al., 2002). 
2.2.2.1 DNMT3a (DNA-methyltransferase 3 alpha) 
DNMT3a je exprimována v pozdějším stádiu embryonálního vývoje  
a v diferencovaných buňkách. Je zodpovědná zejména za ustanovení metylačního vzorce 
během dospívání gamet (Kaneda et al., 2004). Cystein bohatý region homologní ATRX na N-
terminální doméně asociuje s histonovou deacetylázou HDAC1 (Fuks et al., 2001).  
DNMT3a interaguje s RP58, DNA-vázaným transkripčním represorem, který umlčuje 
heterochromatin (Fuks et al., 2001). 
2.2.2.2 DNMT3b (DNA-methyltransferase 3 beta) 
V brzkém embryonálním vývoji je vyšší hladina exprese DNMT3b. Je to hlavní 
enzym, zodpovědný za získávání DNA metylace během implantace (Borgel et al., 2010). U 
mnoha nádorových onemocnění byla prokázána zvýšená exprese DNMT3b a korelace mezi 
zvyšující se expresí a postupem nemoci (Robertson et al., 1999). 
2.2.2.3 DNMT3L (DNA-methyltransferase 3-like) 
DNMT3L je sekvenčně příbuzný k DNMT3a a DNMT3b, ale nemá funkční 
katalytickou doménu. Díky nefunkční katalytické doméně nemá vlastní DNA 
metyltransferázovou aktivitu a metylaci reguluje pomocí interakce s DNMT3a a DNMT3b. 
Váže se s nimi v jádře buněk. Jako kofaktor s DNMT3a/DNMT3b stimuluje de novo 
metylaci. Také je důležitá pro založení metylačního vzorce v oocytech (Hata et al., 2002). 
                                                 




DNMT2 je exprimována pouze v buňkách a tkáních, které jsou aktivní v de novo 
metylaci. Skládá se z 391 aminokyselinových zbytků. Má nedostatek velkých N-terminálních 
domén, které jsou přítomné v DNMT1 a DNMT3 rodině metyltransferáz (Yoder et al., 1998). 
2.3 Metylace DNA a její funkce 
2.3.1 Represe transkripce 
Metylace CG míst v promotorech genů vede k represi transkripce, která je 
příčinou redukce exprese genů. Represe genové exprese se dá rozdělit do tří skupin. 
2.3.1.1 Specifické transkripční faktory 
Přerušení transkripce je možné pomocí specifických transkripčních faktorů, z nichž 
jsou některé citlivé na metylované CG úseky na vlákně DNA, na které se váží. Tímto dojde 
k přerušení iniciace transkripce daného vlákna úseku, protože tyto specifické transkripční 
faktory se do těchto míst nemohou vázat.  
Mezi tyto specifické transkripční faktory patří například  AP-2 (Comb, 1990), cAMP 
dependentní aktivátor CREB (Iguchi-Ariga et al., 1989), c-Myc/Myn (Prendergas et al., 1991) 
nebo E2F rozpoznávající sekvence obsahující CpG místa (Kovesdi et al., 1987). Ne všechny 
transkripční faktory jsou ale citlivé na metylované promotory, jako Sp1 a CTF (Ben-Hattar et 
al., 1989). 
2.3.1.2 Metyl CpG vázající proteiny 
Metylace posiluje 5-metylcytosin ve vazbě proteinů, aby se chovaly jako genové 
represory. MeCP-1 a MeCP-2 (methyl CpG binding protein 1/ 2) byly identifikovány jako 
proteiny vázající se na metylové CpG místa. (Boyes et al., 1991). 
MeCP-1 se váže na DNA, která obsahuje několikanásobné množství symetrických 
metylovaných CpG  míst (Meehan et al., 1989). MeCP-1 po navázání inhibuje transkripci, ale 
buňky, kde se MeCP-1 nevyskytuje, vykazují sníženou represi metylovaných genů (Boyes et 
al., 1991). MeCP-1 může vytvářet komplexy s MBD2 doménou, histonovou deacetylázou 
HDAC1/HDAC2 za zvýšení funkčnosti represe (Feng et al., 2001). 
MeCP-2 je schopen se vázat i na jednotlivé metylované CpG páry, na rozdíl od  
MeCP-1 (Lewis et al., 1992). Má dvě domény: metyl-CpG doménu a transkripční represivní 
doménu (TRD), která dokáže na dálku inhibovat transkripci z promotoru (Nan et al., 1997). 
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2.3.1.3 Deacetylace histonů 
Metylace DNA spouští deacetylaci histonů, která indukuje kondenzaci chromatinu, 
vedoucí ke genové represi (shrnuto Kass et al., 1997). 
2.3.2 Genomový imprinting 
Geny nesou otisk od obou rodičů (paternitní i maternální). Při imprintingu je vtisk od 
jednoho rodiče imprintován, je utlumena jeho exprese na úkor vtisku od druhého rodiče. 
Existují de novo metyltransferázy (DNMT3a, DNMT3L), které mohou vytvářet 
primární záznam imprintu při gametogenezi. Imprint poté udržovací metyltransferázy 
předávají při buněčném dělení. Metylace DNA u imprintingu zajišťuje specifickou značku 
k odlišení maternální a paternitní kopie chromozómu nebo funguje jako signál pro genovou 
expresi (shrnuto Delaval et al., 2004). 
2.3.3 Inaktivace X-chromozómu 
U savců mají samice dva chromozómy X, samci pak jeden chromozóm X. 
Kompenzace je zřízena inaktivací jednoho maternálního chormozómu X. O inaktivaci 
chromozómu X se rozhoduje už v brzké embryogenezi. Klíčovým regulátorem inaktivace je 
X-chromosome-inactivation centre (XIC), obsahující  Xist, který je nutný pro inaktivaci  
a podílí se funkcí XIC (Avner et al., 2001). Metylace promotoru Xist je klíčová pro inaktivaci 
chromozómu X (Panning et al., 1996). 
2.3.4 Transponovatelné elementy 
Více než 40 % lidského genomu je tvořeno transponovatelnými elementy, jako jsou 
transpozony, retrotranspozony či částice virů. Jsou to krátké repetitivní sekvence DNA, 
bohaté na CG sekvence - ty jsou právě cílem metylace (Jeltsch, 2002 podle Smit et al., 1999). 
Metylace CG  sekvencí těchto elementů zabraňuje transkripci elementů, a tím atakům 
genomu a jejich pohybu po něm (Yoder et al., 1997). 
2.3.5 Vývoj organismu 
Myšlenka o ovlivňování vývoje organismu metylací DNA byla poprvé vyslovena 
v roce 1975 (Holliday et al., 1975). Role metylace DNA ve vývoji je stále studována. 
DNA v oocytech a spermiích je metylována, ale po oplození je před prvním dělením 
otcovská DNA rychle demetylována a mateřská je demetylována až po prvním dělení. 
Demetylace je způsobena tím, že DNMT1 je jádrem exprimována až po prvním dělení. 
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Metylační vzorec je v této fázi udržován DNMT1o (specifická forma DNMT1). V pozdější 
fázi embryogeneze je metylace DNA obnovena de novo metyltransferázami DNMT3a  
a DNMT3b (shrnuto Smith et al., 2013), pokud nejsou na DNA navázány specifické proteiny, 
které zabraňují de novo metylaci DNA (Lin et al., 2001). 
Pokud je umlčena DNMT1, embryonální kmenové buňky vykazují redukci metylace 
DNA a umřou po zahájení diferenciace. Umlčením DNMT3a dochází ke smrti myši po 
narození. Umlčením DNMT1 a DNMT3a u myši dochází ke smrti během časné 
embryogeneze zárodku (Li et al., 1992). 
2.4 Aberantní formy metylace DNA 
2.4.1 Hypometylace 
Hypometylace je aberantní forma metylace DNA, dochází k nahrazení  
5-metylcytosinu nemetylovanými cytosinovými zbytky. Poprvé byla popsána v roce 1983 
(Feinberg et al., 1983). Může vznikat vypnutím DNMTs, což může mít za následek 
abnormality ve stavbě chromozómů a jejich nestabilitu (Dodge et al., 2005). 
U pacientů s ICF syndromem (Immunodeficiency-centromeric instability-facial 
anomalies syndrome), který je způsoben mutací genu DNMT3b vedoucí k redukci její 
enzymatické aktivity a ovlivnění aktivity DNMT3L (Xie et al., 2006) 
Globální hypometylaci genomu nalézáme u pokročilých forem nádorového 
onemocnění. Hypometylace vede ke genomové nestabilitě a k dalším genetickým změnám  
a chromozomálním aberacím. Hypometylace DNA je spojena se zvýšenou genovou expresí 
protoonkogenů (Gaudet et al., 2003; Wilson et al., 2007). 
 Hypometylace také koreluje se změnami chromatinu, zejména tedy acetylací  
a trimetylací histonů (Fraga et al., 2005). Hypometylace roztroušených elementů  
a tandemových elementů zesiluje formaci tumorů (Gaudet et al., 2003). 
2.4.2 Hypermetylace 
Hypermetylace je proces opačný hypometylaci, dochází ke zvýšení 5mC v genomu. 
Hypermetylace je zejména spojována s umlčováním transkripce tumor supresorových genů. 
Tuto myšlenku poprvé vyslovil (Herman et al., 1994). 
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U mnoha genů bylo prokázáno umlčení transkripce pomocí hypermetylace 
promotorových oblastí daných genů. Jednotlivé příklady této aberantní formy metylace DNA 
jsou ve 3. kapitole: Metylace DNA ve vztahu k hematoonkologickým malignitám. 
2.5 Hydroxymetylace 
Hydroxymetylace je modifikace DNA, kdy je bázi 5-metylcytosin přidávána ještě 
hydroxylová skupina, též do 5´pozice pyramidového kruhu. Vzniká tak 
5-hydroxymetylcytosin (5-hmC), který byl poprvé identifikován u bakteriofágů (Wyatt et al., 
1952). U savců byl poprvé identifikován v roce 1972 (Penn et al., 1972), ale potvrzení jejich 
objevu u savců bylo až v roce 2009, kdy byl lokalizován v Purkyňových buňkách lidského 
mozku (Kriaucionis et al., 2009) a zárodečných kmenových buňkách (Tahialini et al., 2009). 
5-hydroxymetylcytosin je v největším množství lokalizován v centrální nervové 
soustavě (Globisch et al., 2010). 
Hydroxymetylace 5-metylcytosinu je katalyzována rodinou Tet proteinů (ten-eleven 
methylcytosine dioxygenases); tyto proteiny katalyzují oxidaci 5-metylcytosinu na  
5-hydroxymetylcytosin. U savců se vyskytují 3 Tet proteiny: Tet1, Tet2 a Tet3, které sdílejí 
stejnou konzervovanou cystein bohatou doménu (Ito et al., 2010). 
Nejdiskutovanější rolí hydroxymetylace je její role v demetylaci DNA. Konverze  
5-metylcytosinu na 5-hydroxymetylcytoin se podílí na pasivní demetylaci, protože DNMT1 
není schopna se vázat na hydroxymetylované úseky a není tak možno předat metylační 
vzorec. Nebo může být 5-hydroxymetylcytosin konvertován na cytosin pomocí 5-hmC-
specifickou DNA – glykolázou (5-hmC-DG), což vede k aktivní demetylaci DNA (shrnuto 
Zhu, 2009). 
3 Metylace DNA ve vztahu k hematoonkologickým malignitám 
U nádorových onemocnění se úroveň metylace DNA pohybuje ve velkém rozmezí, od 
hypometylace, vedoucí ke chromozomální nestabilitě až k hypermetylaci, které má důležitou 
roli v umlčování transkripce tumor supresorových genů (TSGs) (Eden et al., 2003). 
Skupina hematoonkologických malignit je široká skupina onemocnění zahrnující 
leukémie, lymfomy, mnohonásobný lymfom, imunoproliferativní neoplazmy a v neposlední 
řadě i myeloproliferativní onemocnění a myelodysplastický syndrom. 
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Myelodysplastický syndrom (MDS) je heterogenní skupina chorob, charakterizovaná 
klonální poruchou krvetvorby a dysplasií kostní dřeně, vedoucí k neúčinné hematopoéze a 
zvýšenému riziku progrese myelodysplastického syndromu  do akutní myeloidní leukémie 
(AML). (Steensma, D.P.; Tefferi, A.; 2003) 
U myelodysplastického syndromu (MDS) byla prokázána inhibice transkripce tumor 
supresorových genů de novo metylací DNA (Jones et al., 2007). Inhibice transkripce spočívá 
ve specifické metylaci promotorů těchto genů. Mezi studované geny v patologii MDS patří 
geny podílející se na apoptóze (p73, survirin, DAPK), opravě DNA (bMLH1), kontrole 
buněčného cyklu (p14, p15, p16, CHK2) a diferenciaci (RARb, WT1). Aberantní metylace 
promotorů těchto genů a expresí DNMTs byly nalezeny u vysoce rizikového MDS. (Hopfer et 
al., 2009)  
3.1 Tumor supresorové geny 
3.1.1 FHIT 
Ohta el al., 1996 poprvé izoloval FHIT gen (fragile histidine triad gene) z region 
chromozómu 3p14.2. Je to tumor supresorový gen, který inhibuje proliferaci nádorových 
buněk, zahajuje apoptózu a spouští přechod z G0 fáze do G1. Abnormální metylace tohoto 
genu byla nalezena u mnoha typů nádorů. 
Ve studii Lin et al., 2008 identifikovali hypermetylaci FHIT genu u 47,2 % pacientů 
s MDS. Objevili také vztah mezi frekvencí hypermetylace FHIT genu a zvýšeným rizikem 
v rámci prognostického systému (IPSS) MDS. Pacienti s hypermetylací FHIT genu 
vykazovali kratší dobu přežití, než pacienti bez aberantní metylace promotoru FHIT genu. 
Iwai et al., 2005 prokázali aberantní metylaci FHIT genu u 55 % pacientů s MDS. Podle jejich 
poznatků koreluje frekvence a hustota hypermetylace genu s postupným stádiem MDS, což 
vede k názoru, že hypermetylace FHIT genu se hromadí během progresu nemoci z MDS do 
AML. 
3.1.2 SOCS1 
SOCS1 (supresor of cytokine signalling-1) je supresor cytokinové signalizace, který se 
podílí na negativní regulaci JAK-STAT signalizace (Brakensiek et al., 2005 podle Alexander, 
2002).  
Ve studii Brakensiek et al., 2005 prokázali v 31% vzorků aberantní metylaci SOCS1 
genu, jehož exprese tím byla umlčena. U pacientů s hypermetylací SOCS1 genu byla 
18 
 
prokázána zvýšená aktivita JAK-STAT dráhy. Největší metylační úroveň prokázali u RAEB 
podskupiny MDS a AML.  
3.1.3 CTNNA1 
CTNNA1 (alpha-catenin, α – catenin) je lokalizován na chromozómu 5q31, který je  
u MDS často deletován, a proto je exprimován v malém množství. Analýza HL – 60 buněk 
ukázala, že promotor genu CTNNA1 je umlčován metylací a deacetylací vedoucí k MDS či 
AML. Obnovení exprese CTNNA1 vede k omezené proliferaci a apoptotické smrti (Liu et al., 
2007). 
Ztráta exprese CTNNA1 genu se častěji vyskytuje u del(5q) typu MDS. Během 
analýzy 31 pacientů s MDS nalezli aberantní metylaci CTNNA1 genu u vysoce rizikového 
MDS, ale ne u nízko rizikového Je možné, že metylace CTNNA1 je důležitá pro přechod 
MDS do AML (Ye et al., 2009). 
3.1.4 p57KIP2 
Gen p57KIP2 (cyklin-dependent kinase inhibitor) je lokalizován na chromozómu 
11p15.5 (Matsuoka et al., 1995). Li et al., 2002 prokázali nepřítomnost exprese genu p57KIP2 
v různých krevních buněčných liniích a že po přidání 5-aza-2´-deoxycytidinu došlo k 
obnovení exprese genu. Pomocí metylačně-specifické PCR prokázali častý výskyt metylace 
DNA v primárních difúzních B-buněčných lymfomech, ale ne příliš častý výskyt u MDS.  
V jedné studii sledovali 9 hematopoetických buněčných linií 67 pacientů s MDS a 11 
kontrol. Metylaci genu p57KIP2 prokázali ve 4 z 9 buněčných linií, ale žádný vzorek nebyl 
aberantně metylovaný (Brakensiek et al., 2005). 
3.1.5 DAPK 
DAPK (death-associated protein kinase) je pro-apoptotický kalcium/kalmodulin – 
regulační serin/threoninová kináza. První, kdo studoval metylační úroveň DAPK byl Voso et 
al., 2004. U 47 % pacientů s MDS a 27,5 % pacientů s AML identifikovali hypermetylaci 
DAPK genu, která odpovídala ztrátě jeho exprese. 
Hypermetylace DAPK byla spojena s cytogenetickými abnormalitami. Vyšší frekvenci 
hypermetylace nalezli v 60 % případů u nepříznivé cytogenetické rizikové skupiny, zatímco  
u příznivé rizikové skupiny to bylo v 26,3 % případů (Wu et al., 2011). 
19 
 
3.1.6 CDKN2B/ p15INK4B 
CDKN2B je regulátor buněčného cyklu, zejména inhibitor G1 fáze. Spolupracuje s  
D-CDK4/6 komplexem a inhibuje tím kinázovou aktivitu komplexu (shrnuto v Reynisdöttir et 
al., 1997). Funguje také jako efektor při TGF-β zprostředkovaného zastavení buněčného cyklu 
(Sandhu et al., 1997 podle Hannon et al., 1994). 
V několik studiích byla prokázána inaktivace genu metylací CpG ostrůvků 
v promotoru genu v ALL (Herman et al., 1996). Ve studii Quesnel et al., 1998 nalezli ve 38 % 
případech metylaci CDKN2B genu a pozitivní korelaci s progresem MDS do AML.  Tien et 
al., 2001 nalezl v 69 % metylaci CDKN2B u pacientů, u nichž MDS transformovalo do AML. 
Ve studii Kim et al., 2010 prokázali častější metylaci CDKN2B genu u vysoce rizikového 
MDS a zkrácenou dobu přežití. 
Re-exprese genu je možná po léčbě 5-aza-2´-deoxycytidinem. (Berg et al., 2007) 
3.1.7 HIC1 
HIC1 (hypermethylated gene in cancer-1) je lokalizován v 17p13.3 chromozomálním 
regionu, který bývá často hypermetylován nebo deletován v lidských nádorech. Jeho funkcí je 
regulace růstu.2  
Aggerholm et al., 2006 identifikovali u 32 % vzorků hypermetylaci HIC1 genu, která 
byla spojena s hypermetylací P15INK4B genu u MDS.  
Zvýšená metylace tohoto genu byla také prokázána v 50 % případů chronické fáze 
CML (chronická myeloidní leukémie). (Issa et al., 1997) 
Tento gen je často hypermetylován u ALL (akutní lymfoidní leukémie). U až 55 % 
případů hypermetylace HIC1 byla nalezena u recidivujících pacientů s ALL (Issa et al., 1997). 
3.1.8 ER 
ER (estrogen receptor) je lokalizován na chromozómu 6q25.1 (Menasce et al., 1993). 
Je to negativní regulátor normální hematopoézy, má též růstovou a metastatickou 
supresorovou aktivitu v mnoha různých buněčných typech (Issa et al., 1996). 
Ve studii Aggerholm et al., 2006 hypermetylaci prokázali v 19 % případů. Issa et al., 
1996 nalezli aberantní metylaci promotorů u 86% hematopoetických tumorů.  
                                                 
2 Převzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3090. 
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Issa et al., 1996 nalezl aberantní metylaci u 50 % pacientů v chronické fázi CML  
a u 100 % pacientů ve fázi blastické krize. 
3.1.9 CDH1 
CDH1 (E-cadherin gene) je lokalizován na chromozomálním úseku 16q22.1.3 Je 
označován za metastatický supresorový gen. Hypermetylaci promotoru genu CDH1 
identifikovali u 56 % pacientů s AML (Shimamoto et al., 2005). 
Aggerholm et al., 2006 prokázali hypermetylaci CDH1 genu u 27 % pacientů s MDS. 
Ve studii Galm et al., 2009 identifikovali aberantní metylaci u 56 % pacientů 
s mnohonásobným lymfomem. 
3.1.10 CALC1 
CALC1 (CALCA, calcitonin gene) leží v úseku chromozómu 11p15.2 a kóduje 
peptidový hormon kalcitonin.4  
Ve studii Dhodapkar et al., 1995 zpozorovali hypermetylaci CALC1 genu u 65 % 
pacientů. Podle studie Vidal et al., 2007 je aberantní metylace CALC1 častá u dětské MDS 
nalezli ji u 85,7 % případů.  
Nelkin et al., 1991 prokázal, že s postupující progresí nemoci z chronické fáze do fáze 
blastické krize se zvyšuje hladina DNA metylace genu CALCA u CML. 
Ve studii Thomas et al., 1999 prokázali hypermetylaci tohoto genu u 77 % pacientů 
s ALL. 
3.2 Mutace DNA metyltransferáz 
3.2.1 DNMT3a 
Mutace DNMT3a byla identifikována u pacientů s MDS. Bylo identifikováno13 
heterozygotních mutací. Nejčastějším mutovaným úsekem DNMT3a byl úsek aminokyseliny 
R882. Tito pacienti měli zkrácenou dobu přežití a rychlejší progres do AML (Walter et al., 
2011). Dochází-li k arginin – histidin substituci právě v pozici 882, vede to ke snížení 
enzymatické aktivity DNMT3a  in-vitro v AML, kterou nalezli ve 20,5 % případů (Yan et al., 
2011). 
                                                 
3 Převzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/999. 
4 Převzato z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/796 
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V kódujícím regionu DNMT3a byly nalezeny misssense, nonsense, frameshift i loss-
function mutace (Ley et al., 2010). 
3.2.2 DNMT3b 
Mutace v genu DNMT3b je hlavní příčinou ICF syndromu (immunodeficienci, 
centromeric instability and facial anomalies). V takovém  případě se jedná o misssense mutaci 
(Hansen et al., 1999). 
3.2.3 Mutace TET2 
TET2 je nejčastěji mutovaný gen u MDS a AML (Bejar et al., 2011; Ko et al., 2011). 
Použití mutovaného TET2 jako prognostického faktoru pro MDS je zatím nejisté (Bejar et al., 
2011; Langemeijer et al., 2009; Smith et al., 2010). 
Ve studiích, kde byl nalezen mutovaný TET2 gen, byla zjištěna nízká hladina 5-hmC 
v genomu, což ukazuje na sníženou aktivitu TET2 proteinu (Ko et al., 2010). Efekt inaktivace 
TET2 v hematopoéze je stále studován. Myši s TET2 delecí vykazují podobné 
hematopoetické abnormality jako myeloidní malignity (Ko et al., 2010; Quivoran et al., 2011; 
Li et al., 2011; Moran-Crusio et al., 2011). 
4 Demetylační léčba 
Princip demetylační léčby spočívá ve schopnosti specifických molekul ovlivňovat 
úroveň metylace DNA. Je využívána k léčbě nádorových onemocnění, zejména onemocnění 
leukemického typu a solidních nádorů, u kterých byla prokázána hypermetylace promotorů 
tumor supresorových genů, které jsou tím neaktivní a je potřeba obnovit jejich funkci. 
V mnoha studiích byla prokázána jejich demetylační funkce, která spočívá v inhibici DNA 
metyltransferáz a následné reaktivaci umlčených genů hypermetylací promotorových oblastí 
příslušného genu. Většina těchto molekul je účinná jak in vitro tak in vivo. 
Inhibice metylace DNA po demetylační léčbě byla prokázána u mnoha tumor 
supresorových genů lidských nádorových onemocnění, jako např. p16 (Gonzales-Zulueta et 
al., 1995), E-cadherin (Yoshirua et al., 1995), hMLH 1 (Herman et al., 1998) a p15 
(Daskalakis et al., 2002).  
Inhibitory se dají rozdělit na dvě hlavní skupiny: nukleosidové analogy cytidinu, kam 
řadíme 5-azacytidin, 5-aza-2´-deoxycytidine, 5-fluoro-2´-deoxycytidin, zebularin  
a non-nukleosidové analogy jako procainamid, hydralazin, RG108 a procain. 
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4.1 Nukleosidové inhibitory 
4.1.1 5-azacytidin  
5-azacytidin byl poprvé syntetizován českými vědci v roce 1964.  Je to nukleosidový 
analog cytidinu, kde v pátém místě pyriminidinu je místo uhlíku dusík (Zielinski et al., 1984 
podle Pískala et al., 1964). Je schopný se funkčně vázat do DNA i RNA (Creusots et al., 
1982). Inkorporace 5-azacytidinu do DNA vede ke kovalentní vazbě s DNMT1 a následné 
hypometylaci DNA (Jones et al., 1980). Tímto dochází k inhibici de-novo metylace DNA 
(Bhagwat et al., 1987). Je vysoce toxický pro buňku, která se nachází v S fázi buněčného 
cyklu, což 5-aza-2´-deoxycytidine není (Leone et al., 2002 podle Covey et al., 1984). 
 Mononukleosid 5-azacytidinu je nejdříve metabolizován na trifosfát, který už se může 
stát substrátem pro replikaci DNA a následné inkorporace do její struktury, kde dojde 
k výměně cytosinu za azacytosin. Azacytosin vytvoří dinukleotid s guaninem - jakožto 
substrát pro DNMT, která s tímto dinukleotidem vytvoří kovalentní vazbu, a tím dochází 
k její inhibici (Santi et al., 1984; Chen Li et al., 1991). Po připojení kovalentního proteinu je 
DNMT1 degradována (Ghoshal et al., 2005). 
4.1.2. 5-aza-2´-deoxycytidine (decitabine) 
 Byl poprvé syntetizován v roce 1964. (Pliml et al., 1964). Stejně jako 5-azacytidin se 
jedná o analog cytidinu s dusíkem na pátém místě pyrimidinového kruhu. Ale liší se tím, že 
decitabine je deoxyribóza, ale 5-azacytidin je ribóza. Fosforylovaná deoxyribóza decitabinu 
umožňuje přímou inkorporaci do molekuly DNA, která se poté může spojit s DNMT1 
kovalentní vazbou skrz dusík v pozici 5 modifikovaného pyrimidinu.  DNMT1 bude 
degradována proteasomem (shrnuto v Momparler, 2005). Decitabine je aktivován 
deoxycytidin kinázou (Momparler et al., 1979).  
4.1.3 Zebularin 
Zebularin je 1-β-D-ribofuranosyl-2(1H)-pyrimidine, charakteristický nepřítomností 
amino skupiny na C4 pyrimidinového kruhu (Champion et al., 2010). Je aktivní in vitro,  
i in vivo (Burchenal et al., 1976). Inhibici metylace provádí vytvoření kovalentního komplexu 
s DNA a DNMT. (Zhou et al., 2002). Byl objeven jako inhibitor cytidin deamináz; až poté se 
objevila i funkce inhibitoru metylace DNA. V probíhajících studiích se jeví jako méně 
toxický a stabilnější než 5-azacytidin a decitabine. Funkční metabolismus je stejný jako  
u 5-azacytidinu (shrnuto Ren et al., 2011). 
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4.1.4 5-fluoro-2´-deoxycytidine (FdCyd) 
Jedná se rovněž o analog cytidinu, který byl poprvé syntetizován v roce 1961 
(Wempen et al., 1961). V několika studiích byla prokázána demetylační aktivita u buněk 
rakoviny prsu či plic. FdCyd se váže do DNA, což vede k inhibici DNMT1 beta-eliminací 
fáze přenosu metylové skupiny (Jones et al., 1980). DNA metyltransferáza 1 zůstane 
zachycena v kovalentním komplexu s DNA, podobně jako 5-azacytidin či decitabin (Reither 






Obr. 2 – Nukleosidové inhibitory: 5-azacytidin, 5-aza-2´-deoxycytidine a 5-fluoro-2´-deoxycytidin 
(upraveno a převzato z Jones et al., 1980) 
4.2 Non-nukleosidové inhibitory 
 Tyto inhibitory nejsou analogy cytidinu. Jsou to menší molekuly než analogy cytidinu. 
Jejich hlavní výhodou je  větší stabilita molekuly, než u cytidinových analagů, které jsou 
méně stabilní díky dusíku v 5´pozici pyrimidinového kruhu. 
4.2.1 Procainamid 
U této malé molekuly byla prokázána schopnost inhibice metylace v lidských  
T buňkách, která je následována expresí antigenu I, jenž učiní T buňky autoreaktivními (Yung 
et al., 1997). Je schopen inhibovat DNMT1, a tím demetylovat hypermetylované  
a hemimetylované geny (Lee et al., 2005). DNMT1 inhibuje stejně jako hydralazin. 
Schopnost obnovy exprese tumor supresorových genů umlčených hypermetylací 
promotorových úseků byla prokázána např. u genu p16 (Segura-Pacheco et al., 2003). 
4.2.2 Hydralazin 
Jeho hlavní úkol je fungovat jako antiaritmický lék a vazodilatátor, ale byla také 
prokázána jeho demetylační funkce, která vede k obnovení exprese několika tumor 
supresorových genů, jako např. p15 (Segura-Pacheco et al., 2003). Demetylační aktivita 
spočívá ve schopnosti N atomů interagovat s Lys162 a Arg240 na DNMT1 (Arce et al., 2006 
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podle Angeles et al., 2005).  Je také klinicky testován jako demetylační pro 
myelodysplastický syndrom (Candelaria et al., 2011) a nádorová onemocnění. 
4.2.3 RG108 
RG108 byl první inhibitor uměle syntetizovaný jako demetylační. Jeho hlavní 
předností je zatím žádná detekovatelná toxicita. Také se liší postupem inhibice; RG108 přímo 
blokuje katalytickou kapsu DNMT (Brueckner et al., 2005). 
4.2.4 Procaine 
Procaine je používán zejména jako lokální anestetikum, ale má taky funkci inhibice 
DNMT1 v buňkách rakoviny prsu, způsobuje globální demetylaci genomu DNA a reaktivaci 
genu TSCs. Váže se do CpG bohatých sekvencí a tam blokuje  vazbu DNMT s DNA (Villar-
Garea et al., 2003). 
 
Obr. 3 – Non-nukleosidové inhibitory (procaine, procainamide, hydralazin, RG108) (upraveno a 
převzato z Medina-Franco et al., 2014) 
4.3 Demetylační léčba u MDS 
Některé z výše uvedených látek se používají k léčbě vysoce rizikového MDS 
(Silverman et al., 2002), a to zejména 5-azacytidin a decitabine. U dalších demetylačních 
látek probíhají klinické testy. 
Při léčbě 5 - azacytidinem se medián přežití prodlužuje z 15 na 24 měsíců - při 
denních dávkách 75mg/m2, 7 dnů každé 4 týdny. Oddaluje také progres do akutní myeloidní 
leukémie (Fenaux et al., 2009). Medián odpovědí pacientů na léčbu je 13 měsíců, tedy 15 
léčebných cyklů (Gore et al., 2013). 
Léčba decitabinem je stejně účinná jako 5-azacytidinem při menších dávkách léku: 
15mg/m2, 3x denně po dobu 3 dnů, každý 6. týden. Stačí také méně cyklů léčby (3-4 cykly 
léčby). Má menší účinnost u pacientů starších 65-ti let než 5-azacytidin (Lübbert et al., 2011). 
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5 Metody detekce 
Pro studium metylace DNA existuje mnoho metod a stále se vyvíjejí nové. Díky 
velkému množství metod je proto možné vždy zvolit tu nejvhodnější variantu pro daný 
zkoumaný vzorek. Metody pro studium se dají rozdělit do dvou hlavních skupin,  
a to sekvenčně nespecifické, které nám určí celkovou úroveň metylace DNA (HPLC, HPCE  
a imunoprecipitace) a sekvenčně specifické, které podají informaci o stupni metylace 
konkrétního cytosinu (např. metody založené na bisulfitové modifikaci DNA, metody 
používající restrikční endonukleázy, či pyrosekvenování). 
5.1 Sekvenčně nespecifické 
5.1.1 HPLC (high performance liquid chromatography) 
Vysokotlaká kapalinová chromatografie je metoda, která určí celkové množství 
metylovaných cytosinů v genomu.  
DNA je nejdříve hydrolyzována, a to buď chemicky, či enzymaticky. Chemická 
hydrolýza se provádí kyselinou mravenčí, která ale způsobuje deaminaci cytosinu  
i metylcytosinu (Eick et al., 1983), proto se spíše používá kyselina fluorovodíková, která 
deaminaci nezpůsobuje (Catania et al., 1987). Hydrolyzovaná DNA je separována pomocí 
chromatografie. Stupeň metylace jednotlivých deoxyribonukleosidů je určen 
spektrofotometrií, kdy je absorbance zkoumaného vzorku srovnávána se standardním 
vzorkem, kde známe obsah metylcytosinu a cytosinu (Kuo et al., 1980). 
5.1.2 HPCE (high performance capillary electrophoresis) 
Vysokoúčinná kapilární elektroforéza je rychlejší než HPLC a také levnější na 
provedení. DNA je hydrolyzována nukleázou P1, vzniklé deoxyribonukleosidy jsou 
separovány kapilární elektroforézou.  
Stupeň metylace DNA je stanovován spektrofotometrií (Li et al., 2009). 
5.1.3 MeDIP (Methylated DNA immunoprecipitation) 
Molekula DNA je ultrazvukem rozštěpena na fragmenty, které jsou po denaturaci 
inkubovány s primární monoklonální protilátkou proti 5 - methylcytosinu. Na primární 
protilátku se váže sekundární protilátka (anti-5-methylcytosin), která označuje metylované 
úseky. Ke vzorku se přidává magnetická kulička, aby se při vymývání nemetylované DNA 




Tato metoda má další varianty. Při první z nich - MeDIP-Chip, se kombinuje metoda 
MeDIP s microarray technologií a vzniká tak celogenomový metylační profil DNA. Při druhé 
variantě - MeDIP-seq se získaný vzorek navíc podrobí sekvenování nové generace (Weber et 
al., 2007). 
5.2 Sekvenčně specifické metody 
5.2.1 HELP assay (HpaII tiny fragment Enrichment by Ligation-mediated PCR) 
Tato metoda je založena na použití restrikčních enzymů HpaII a MspI s tím, že HpaII 
je metyl-senzitivní enzym, který štěpí pouze nemetylované úseky DNA a MspI štěpí stejná 
místa bez ohledu na stav metylace DNA. Metoda porovnává zastoupení fragmentů DNA, 
vzniklých štěpením restrikčních enzymů, následovanou ligací - zprostředkovanou PCR 
(Khulan et al., 2006). 
5.2.2 Metody založené na modifikaci sodium bisulfitem 
5.2.2.1 Modifikace DNA bisulfitem a MSP (Methylation – specific PCR) 
Modifikace bisulfitem (hydrogen siřičitan sodný) je založena na schopnosti bisulfitu 
konvertovat nemetylované cytosiny na uracil, metylované cytosiny nechává nezměněné 
(Furuichi at el., 1970). 
DNA modifikovaná bisulfitem sodným je následně amplifikována pomocí metylačně-
specifické PCR, která obsahuje metyl-specifické primery, jež rozeznají metylované  
a nemetylované úseky (Herman et al., 1996). 
5.2.2.2 Přímé bisulfitové sekvenování 
Tato metoda je založena na modifikaci DNA bisulfitem, která je následně 
amplifikována PCR se specifickými primery, s tím že uracil a thymin je amplifikuje jako 
thymin a 5-metylcytosin jako cytosin. Získané PCR produkty jsou dále sekvenovány a tak se 
vytvoří metylační mapa daného úseku DNA s informací o metylačním stavu na úrovni 
jednoho nukleotidu (Frommer et al., 1992). 
5.2.2.3 COBRA (combined bisulfite restriction analysis) 
COBRA je kvantitativní metoda schopná určit metylační úroveň v malém množství 
genomové DNA.  DNA je modifikovaná bisulfitem a následně amplifikována PCR, kde 
dochází ke konverzi nemetylovaných cytosinů na thymin a metylované cytosiny zůstávají 
nezměněné. Amplifikovaná DNA je štěpena metylačně citlivými restrikčními enzymy (Sadri 
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et al., 1996). Produkty jsou odděleny gelovou elektroforézou. Stupeň metylace odpovídá 
množství naštěpených a nenaštěpených úseků (Xiong et al., 1997). 
5.2.3 Pyrosekvenování 
Pyrosekvenování je založeno na schopnosti DNA polymerázy během přidávání 
komplementárního nukleotidu (dATP, dTTP, dGTP a dCTP) uvolňovat pyrofosfát (PPi). 
Sulfurylása tento pyrofosfát konvertuje  na ATP. ATP je poté za pomoci luciferázy převeden 
na světelný signál, který je detekován a vyhodnocen. Zároveň apyráza odstraní 
neinkorporované nukleotidy a zbylé ATP (Ronaghi et al., 1998). 
6 Závěr 
Cílem bakalářské práce bylo podat přehledný souhrn role metylace DNA v hemato-
onkologických malignitách, zejména myelodysplastického syndromu, shrnout možnosti její 
detekce a demetylační léčby. 
Role metylace DNA u těchto nádorových onemocnění spočívá zejména v umlčování 
tumor supresorových genů, čímž dochází ke snížení doby přežití pacienta a zkracuje se doba 
progrese myelodysplastického syndromu do akutní myeloidní leukémie. 
Hypermetylované geny se prozatím nepoužívají pro všeobecnou diagnostiku nemoci 
z důvodu nespecifického zařazení hypermetylovaných genů k nějakému subtypu MDS, kvůli 
ne vždy jasnému prognostickému faktoru a drahé detekci. Proto se současné studie orientují 
na hledání genu vhodného pro všeobecnou diagnostiku. 
Studie zaměřující se na demetylační léčbu ukazují obnovení transkripční aktivity 
tumor supresorových genů. Mezi schválené demetylační léky v České republice patří  
5-azacytidin (Vidaza) a 5-aza-2´-deoxycytidine (Dacogen) (http://www.sukl.cz/). U pacientů, 
kteří byli léčeni těmito léky byla prokázána delší doba přežití a zpomalení progrese nemoci. 
Stále se hledají nové hypometylační látky s lepším účinkem (např. Yoo et al., 2013). 
Studium metylačních profilů tumor supresorových genů je důležité pro diagnostiku, 
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